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摘要    通过采集东营和蓬莱地区采用生物絮团技术的仿刺参(Apostichopus japonicus)苗种培育池
(DYt和 PLt)及其对照池(DYc和 PLc)海水样品, 构建细菌 16S rDNA克隆文库, 对其中细菌群落的多
样性和群落组成结构进行了分析。结果表明, 四个文库 Coverage值在 34.7%—54.8%之间, 文库丰富
度指数(Chao) 66.2—314.1, Shannon多样性指数从 3.01—4.07变动, Pielou均匀度指数 0.68—0.85, 样
品的细菌群落均具有很高的多样性, 蓬莱仿刺参苗种培育池细菌多样性均高于东营; 生物絮团文库
中细菌包括拟杆菌门(Bacteroidetes)、变形细菌门(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)等八个菌门
和未知类群, 黄杆菌群(Flavobacteria)、α-变形菌群(Alphaproteobacteria)和芽孢杆菌群(Bacilli)为主要
优势菌群; DYt和 PLt处理组文库细菌多样性减少并出现特征菌群, 生物絮团调控技术改变了仿刺参
苗种培育环境的微生物群落结构。生物絮团的细菌群落结构研究, 为揭示生物絮团的作用机制并进
一步有效利用提供研究基础和依据。 
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生物絮团(biofloc)是异养微生物、藻类、原生动
物及其胞外物等在水体中形成的絮状悬浮物 , 作为
海洋微生物的集合体 , 在海水生态系统中具有重要
的地位(Simon et al, 2002; 包卫洋等, 2010)。生物絮团
技术在水产养殖中有净化水质和为养殖动物提供饵

料等作用, 能够明显降低养殖成本, 提高成活率和生
长率(Burford et al, 2004; Hari et al, 2004; Kuhn et al, 
2010)。仿刺参(Apostichopus japonicus)又称刺参, 是
我国北方重要的养殖种类 , 但随集约化养殖的迅猛
发展, 养殖水体中无机氮、有机物积累, 造成养殖环
境污染病害流行 , 制约了刺参养殖产业的健康可持
续发展(乔聚海等, 2009)。将生物絮团技术应用于刺
参苗种培育, 可以有效提高其生长率、成活率及免疫
酶活性(张秀珍等, 2014), 利用生物絮团技术解决当

前刺参养殖过程中潜在的环境问题 , 保持刺参养殖
业的健康持续发展具有十分重要的意义。生物絮团中

主要活性功能成分——微生物群落结构组成对生物

絮团特定功能的行使起着重要作用 , 进行细菌群落
结构特征和多样性研究是解析生物絮团功能作用并

有效利用的基础。 
评价环境样本中的微生物多样性最精确的方法

就是获得其克隆的序列信息 , 克隆文库的构建是环
境微生物分子生态学中用来研究微生物组成的常用

方法之一(Pace, 1997), 目前细菌菌群分析中应用最
多的是 16S rDNA克隆文库方法。它通过对 16S rDNA
序列进行扩增、分析和鉴定, 达到研究和监测样品与
环境中细菌多样性、种群结构和区系变化的目的

(Baker et al, 2001; Brambilla et al, 2001)。由于这一方
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法不需要得到环境中微生物的纯培养 , 突破了用传
统的微生物分离纯化的方法调查环境中微生物多样

性时很多微生物无法得到纯培养的限制 , 因此这一
方法目前已经广泛运用于土壤、水体、沉积物、肠道

等多种生态系统中微生物多样性的调查 (Gioval-
monietal et al, 1990; Saleena et al, 2002; Zhang et al, 
2007), 并且揭示了环境中前所未知的微生物多样性。
本研究利用 16S rDNA基因建库法对刺参苗种培育池
中生物絮团的细菌群落结构进行分析鉴定 , 旨在为
评价生物絮团中功能微生物的组成提供依据 , 并能
进一步揭示生物絮团的作用机制。 

1  材料与方法 

1.1  试验设计与样品采集 
以采用生物絮团技术的刺参养殖实验分别在东

营和蓬莱刺参育苗池进行调控。利用枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)与蔗糖一同加入聚乙烯水槽中, 自
然海水中连续发酵 4d制备生物絮团, 过滤浓缩后备
用。蔗糖与芽孢杆菌添加量分别为 0.1 g/L 和 1.5×
105 cell/mL, 水温为 22—25°C。持续充氧, 每天充分
搅拌 2次。 

幼参苗种培育池为水泥池, 池中水体体积为 10 m3, 
每池幼参苗种密度为 1.0 kg/m3水体; 刺参平均体重(1.6± 
0.8) g/头。处理组每 4天倒池、换水 1次, 每次换水量为
1/2—2/3; 处理组倒池后补充 100×10–6 的生物絮团浓

缩液, 每 2 天向池中加入蔗糖 1 次, 蔗糖添加量按
C/N20 计; 对照组每 2 天倒池并全量换水 1 次, 不添
加蔗糖和生物絮团浓缩液。在第 30 天时取 500 mL
海水抽滤收集微生物样, 进行 DNA的提取。 

1.2  宏基因组 DNA的提取 
本研究中宏基因组 DNA 的提取参照 Zhou 等

(1996)的 SDS-based DNA方法, 并对其进行了适当修
改。称取 0.1g 样品, 加入 0.6mL 清洗液, 振荡混匀, 
55°C 水浴 5min 后, 离心去上清, 重复 2 次; 加入
0.4mL DNA 抽提缓冲液 , 震荡混合后 37°C 水浴
30min, 然后加入 80μL 10% SDS, 4μL蛋白酶 K, 55°C
水浴 2h; 加入 1/2体积 4.5mol/L的 NaCl, 混合均匀后, 
再加入等体积的氯仿 -异戊醇 (24︰ 1), 轻微震荡
15min后, 12000r/min离心 5min, 取上清; 加入 0.6倍
体积的异丙醇, 混匀, 室温静置 15min后, 12000r/min
离心 15min, 超纯水溶解沉淀。溶解的 DNA 经 1.0%
琼脂糖电泳检测。 

1.3  PCR扩增 16S rDNA片段 
细菌 16S rDNA扩增采用通用引物 341F: 5’-CCT 

ACG GGA GGC AGC AG-3’, 907R: 5’-CCG TCA ATT 
CMT TTR AGT TT-3’。PCR 反应体系(50μL): 10×
PCR Buffer (Mg2+ Plus) 5μL, dNTP (10mmol/L) 4μL, 
341F (10nmol/L) 1μL, 907R (10nmol/L) 1μL, DNATaq 
(5U/μL) 0.5μL, DNA模板(100 ng/μL) 2μL, 超纯水补
至 50μL。PCR 反应程序为 : 94°C5min; 94°C45s, 
55°C45s, 72°C45s, 30cycles; 72°C10min, 4°C保温。
PCR产物用 1%的琼脂糖凝胶进行电泳检测。 

1.4  16S rDNA文库构建 
产物经琼脂糖凝胶回收试剂盒 (TaKaRa)纯化 , 

连接至 pMD18-T载体(TaKaRa), 连接体系: PCR产物
4.5μL, pMD18-T simple vector 0.5μL, SolutionΙ5μL, 
总体积20μL。将连接混合液轻轻混匀, 于16°C连接5h。
连接产物与 100μL DH5α感受态细胞, 42°C热激转化, 
涂布于含有氨苄青霉素平板, 置 37°C 培养箱中培养
12h。挑取阳性克隆, 以 pMD18-T 载体引物 RV- M 和
M13-47作为菌落 PCR的引物, 用于检测挑取的克隆是
否为阳性克隆以及插入片段大小, 插入片段大小合适
的克隆送上海生工生物技术有限公司进行测序。 

1.5  数据统计分析 
采用 DNAMAN、Gene Tool等软件对测序结果进

行编辑、分析; 利用 RDP在线程序 Classifier及 NCBI
数据库的 Blastn程序对所得到的 16S rDNA序列进行
分析; 利用 Mothur 软件进行 OTU 分类, 估算每个克
隆文库文库覆盖百分率(Coverage)、文库丰富度指数
(Chao), 基因多样性指数 Shannon (H)、Pielou均匀度
指数 J (Schloss et al, 2009)。下载 RDP数据库相关门
属代表序列作为参考序列, 使用 Mega5.0 软件包, 以
邻接法(Neighbor Joining Analysis)构建系统进化树。 

2  结果 

2.1  基因组提取与 16S rDNA目的片段 PCR扩增结果 
东营和蓬莱刺参育苗池的四个样品宏基因组提取

电泳结果显示: 基因组条带清晰无明显降解, OD260/ 
OD280 的比值范围为 1.6—1.9, 基本上没有蛋白质和
RNA污染, 提取的基因组质量较好, 适于 PCR反应。
细菌 16S rDNA通用扩增引物 341F和 907R扩增得到
550bp 左右长度序列, PCR 产物经琼脂糖电泳结果如
图 1所示, 四个絮团样品基因组均扩增出清晰明亮条
带, 产物长度符合预期。 
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图 1  样品宏基因组 16S rDNA PCR扩增结果电泳图 
Fig.1  Electrophoretogram of 16S rDNA PCR products of 

metagenomes 
M. 分子量标准 DL2000; 1—4. DYt, DYc, PLt, PLc 

 
2.2  16S rDNA文库构建结果 

对东营和蓬莱处理池的生物絮团及其对照分别

构建 16S rDNA克隆文库, 分别记作 DYt、DYc、PLt、
PLc。每个文库随机挑取阳性克隆 120 个左右, 测序
除去空载及不正确插入, 共获得 16S rDNA 序列 420
条, 文库 DYt、DYc、PLc、PLt分别为 93、91、115、
121条。测序结果去除载体序列, 通过 Mothur软件分
析, 把相似性≥97%的序列定义为同一个可操作分类
单元(operational taxonomic unit, OTU), 文库 DYt、 

DYc、PLt、PLc分别含有42、55、62和79个OTU(表1)。
下载RDP数据库放线菌纲(Actinobacteria) S000000827、
拟杆菌纲 (Bacteroidetes) S000001704、黄杆菌纲
(Flavobacteria) S000115513、鞘脂杆菌纲(Sphingobacteria) 
S000008354、α-变形菌纲(Alphaproteobacteria) S000001467、
δ-变形菌纲(Deltaproteobacteria) S000001126、ε-变形菌
纲(Epsilonproteobacteria) S000004853、γ-变形菌纲
(Gammaproteobacteria) S000021184、 螺 旋 体 纲
(Spirochaetes) S000001187、芽孢杆菌纲 (Bacilli)  
S0000 00169、梭菌纲(Clostridia) S000000413和 uncultured 
bacterium S000016962代表序列 12条, 与各样品 OTU
代表序列构建聚类树如图 2。四个文库样品 OTU 序
列形成明显聚群 , 其中与拟杆菌门(Bacteroidetes)中
三个菌纲序列所形成聚群为主要优势聚群 , 变形细
菌门(Proteobacteria)次之; 蓬莱地区两样品文库中拟
杆菌门 OTU 数量明显多于东营地区样品。四个文库
Coverage在 34.7%—54.8%之间, 文库丰富度指数(Chao) 
66.2—314.1, Shannon 多样性指数从 3.01—4.07 变动, 
Pielou均匀度指数 0.68—0.85 (表 1)。 

表 1  16S rDNA 文库序列数量及多样性参数 
Tab.1  Number of 16S rDNA library sequence and diversity parameters 

文库样品 文库克隆数 OTU数目 文库覆盖率 
(%) 

文库丰富度指数 Chao 
(min/max) 

基因多样性指数 
Shannon (H) 

Pielou均匀度指数(J)

DYt 93 42 54.8 66.2 (42.8/140.1) 3.01 (2.78/3.24) 0.68 

DYc 91 55 39.6 91.5 (63.6/161.4) 3.43 (3.18/3.68) 0.76 

PLt 115 62 46.1 162.3 (105.1/295.5) 3.71 (3.5/3.9) 0.77 

PLc 121 79 34.7 314.1 (190.3/580.8) 4.07 (3.9/4.3) 0.85 

 
2.3  生物絮团样品细菌种类分析 

通过NCBI数据库和RDP数据库比对, 对所有有
效序列进行分类, 获得的 420个序列可以划分为拟杆
菌门(Bacteroidetes)、变形细菌门(Proteobacteria)、厚
壁菌门(Firmicutes)、酸杆菌门(Acidobacteria)、放线
菌门(Actinobacteria)、疣微菌门(Verrucomicrobia)、蓝
细菌门(Cyanobacteria)、螺旋体门(Spirochaetes)。此
外 , 分析结果发现存在一些无法确定其分类位置的
序列 , 这些序列多与来自环境样品的未培养细菌具
有更高相似性 , 可见刺参育苗池的生物絮团中存在
大量未被认知的微生物类群。各样品文库细菌种类分

类及所占数量百分比见表 2, 不同类型菌群在 DYc、
DYt、PLc、PLt四个样品文库中的数量有所不同, 拟
杆菌门(Bacteroidetes)、变形细菌门(Proteobacteria)、
厚壁菌门(Firmicutes)为三大主要细菌门 , 其中拟杆
菌门(Bacteroidetes)细菌数量最多 , 其数量百分比在

每个文库中均超过 40%; 变形菌门数量百分比其次。
疣微菌门(Verrucomicrobia)和螺旋体门(Spirochaetes)
存在于蓬莱生物絮团样品文库 , 而蓝细菌门和酸杆
菌门则少量存在于东营地区。 

统计三大主要细菌门中主要菌纲序列数量占总

文库数量及其本门的百分比(图 3, 表 3)。黄杆菌群
(Flavobacteria)为拟杆菌门(Bacteroidetes)中的优势菌
群, 占文库总数量的 30%以上, 经过生物絮团技术处
理后 DYt(47.13%)和 PLt(35.07%)均高于对照组文库
DYc(36.68%)和 PLc(31.30%), 且其门内百分比也有
所增加; 在东营地区样品文库DYc和DYt中, 黄杆菌
群(Flavobacteria)占总文库数量及其本门百分比均高
于蓬莱地区样品文库 PLc 和 PLt。α -变形菌群
(Alphaproteobacteria)为变形菌门的优势菌群, 经过生
物絮团处理后 DYt(23.45%)和 PLt(20.42%)均低于对
照组文库 DYc(34.50%)和 PLc(26.75%), 其数量占本门 
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图 2  四个样品文库 OTU代表序列聚类系统树 
Fig.2  Dendrograms of OTU sequences in four libraries 

DYt: 东营处理组; DYc: 东营对照组; PLt: 蓬莱处理组; PLc: 蓬莱对照组 



202 海   洋   与   湖   沼 46卷 

 

表 2  16S rDNA 文库中主要细菌门及数量百分比 
Tab.2  Main bacterial phyla and percentages in 16S rDNA libraries 

phylum DYt DYc PLt PLc 总体 

Verrucomicrobia 0 0 0.8 0.8 0.5 

Spirochaetes 0 0 1.5 0.8 0.7 

Cyanobacteria/Chloroplast 1.1 2.4 0 0 0.5 

Actinobacteria 0 1.2 0 0 0.2 

Bacteroidetes 54.8 44.0 45.9 44.4 47.9 

Proteobacteria 26.8 36.9 28.6 33.9 30.0 

Firmicutes 12.9 11.9 14.3 5.6 11.3 

unclassified_Bacteria 4.4 3.6 9.0 13.7 8.7 

 

图 3  主要细菌纲占总文库数量百分比 
Fig.3  Percentage of main bacterial classes in the libraries 

B: 拟杆菌门; P: 变形菌门; F: 厚壁菌门 

表 3  三大主要细菌门内各菌纲百分比 
Tab.3  Percentage of main bacterial classes within three major phyla 

phylum class DYt DYc PLt PLc 

拟杆菌门 Bacteroidia 0 0 0 1.6 

Bacteroidetes Sphingobacteria 12.0 13.5 3.6 6.6 

 Flavobacteria 86.0 81.1 76.4 70.5 

 unclassified 2.0 5.4 16.4 21.3 

变形菌门 Alphaproteobacteria 87.5 93.5 71.5 78.9 

Proteobacteria Deltaproteobacteria 0 0 14.6 13.2 

 Epsilonproteobacteria 12.5 0 4.5 0 

 Gammaproteobacteria 0 3.2 9.4 5.3 

 unclassified 0 3.2 0 2.6 

厚壁菌门 Bacilli 83.3 70.0 71.4 52.6 

Firmicutes Clostridia 16.7 30.0 14.3 42.1 

 unclassified 0 0 14.3 5.3 

 
百分比亦有所减少; 东营地区样品文库均高于蓬莱地
区, 其中东营对照样品 DYc 文库中α-变形菌群占本门
百分比高达 93.5%。ε-变形菌纲(Epsilonproteobacteria)
仅出现在经过生物絮团技术调控处理后文库, 在 DYt

和 PLt文库中门内百分比分别为 12.5%和 4.5%。厚壁
菌 门 中 主 要 为 芽 孢 杆 菌 纲 (Bacilli) 和 梭 菌 纲
(Clostridia)菌群, 作为添加有益菌, 优势菌纲芽孢杆
菌(Bacilli)数量比例在生物絮团培养后进一步加大 , 
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在蓬莱地区样品中调控效果明显 , 总文库数量比由
2.94%升至 11.21%, 门内数量比相应增加。 

3  讨论 

3.1  生物絮团细菌多样性 
本研究东营和蓬莱地区四个样品 16S rDNA文库

分别含有 42、55、62 和 79 个 OTU, 通过 Mothur 软
件分析获得文库 Coverage 值在 34.7%—54.8%之间, 
文库序列样品具有一定的代表性但未穷尽环境中细

菌种类 , 结合文库稀释度曲线从侧面表现出刺参池
塘养殖环境细菌多样性丰富。四个文库样品 Shannon
多样性指数从 3.01—4.07 变动 , 特别是 PLc 文库
4.07 达到一个相当高水平; Chao 物种丰富度指数和
Pielou 均匀度指数也表明本研究的 4 个样本文库细
菌多样性程度较高, 且 PLt和 PLc文库明显高于DYt
和 DYc 样品文库, 蓬莱地区刺参育苗池中细菌多样
性均高于东营地区。东营刺参育苗池塘位于黄河三

角洲地区 , 与蓬莱近海刺参养殖池塘的温度、盐度
等生境环境因子有许多差异之处 , 微生物群落功能
特征与环境理化性质紧密相关并相互限制影响

(Gomez et al, 2006; 米亮等, 2010)。刺参育苗池细菌
多样性的变化对刺参养殖微生态调控及健康养殖模

式的实施具有重要的指导意义 , 微生物群落结构是
反映海水养殖生态系统状态的重要指标(Paerl et al, 
2003; Hong et al, 2011), 蓬莱地区细菌多样性均高
于东营 , 养殖地区环境微生物的差异性提示在水产
养殖中应用生物絮团技术需因地制宜 , 对培养调控
条件进行微调。 
3.2  生物絮团细菌群落中优势菌群 

黄 杆 菌 纲 (Flavobacteria) 、 α - 变 形 菌 纲
(Alphaproteobacteria)和芽孢杆菌纲 (Bacillus)是刺参
苗种培育池中生物絮团的主要优势菌群。黄杆菌纲细

菌在东营和蓬莱地区四个样本的克隆文库中都有发

现 , 且占比最大 , 是刺参育苗水体中的绝对优势菌
群。黄杆菌纲在刺参海水养殖环境中常被作为优势菌

群检出 , 推测黄杆菌纲细菌可能为刺参养殖环境和
肠道中的有益菌群 (闫法军 , 2013)。α -变形菌群
(Alphaproteobacteria)是第二大优势菌群 , 其中α-变
形菌亚纲是整个生物絮团形成过程中特优势种类 , 
夏耘等(2012)利用 RF-DGGE技术和 Zhao等(2012)利
用 bioflocs技术分析生物絮团细菌群落结构同样获得
α-变形菌亚纲细菌是优势菌群的结果。α-变形菌纲
细菌的丰度与初级生产力呈 U 型相关, 一般在富营

养化海水环境中α-变形菌纲数量多意味着研究海域
的初级生产力较高(Horner- Devine et al, 2003)。厚壁
菌门中芽孢杆菌(Bacillus)为刺参养殖环境另一重要
菌群 , 芽孢杆菌是一类好氧或兼性厌氧的革兰氏阳
性细菌 , 在养殖生态系统中可加速有机物的降解和
转化, 抑制弧菌的生长, 减少氨氮、亚硝基氮、硫化
氢等有毒有害物质, 改善水质, 起到优化养殖环境的
作用 , 已成为水产养殖中广泛认可的一类有益微生
物(林亮等, 2005; 杨莺莺等, 2009)。刺参苗种培育池
中生物絮团的功能作用与其微生物群落结构特征及

优势菌群种类密切相关。 
3.3  生物絮团调控处理对微生物群落结构的影响 

生物絮团的积极作用通过水体中细菌群落结构

的改变来体现。对比经过生物絮团培育的处理组和对

照组 16S rDNA文库, 蓬莱和东营地区对照组样品的
细菌多样性均高于经特殊生物絮团调控的处理组样

品 , 说明经过生物絮团调控技术改变了原有养殖环
境生物群落结构 , 优势细菌群落的生长抑制了一些
其它种类, 细菌多样性相对变小, 使微生物群落结构
趋向于稳态 , 有利于控制细菌性疾病的爆发。利用
DGGE 技术研究日本囊对虾(Marsupeneus japonicus)
养殖过程中利用蔗糖作为碳源培养的生物絮团细菌

群落和对照组的差别 , 研究者分析认为生物絮团调
控技术改变了细菌群落结构, 养殖水体内因 Bacillus 
sp.的存在而有效抑制了病原菌(Zhao et al, 2012)。优
势菌群黄杆菌纲 (Flavobacteria)和α -变形菌纲
(Alphaproteobacteria)细菌经调控处理后其数量百分
比分别有所增加和减少 , 并且调控后样品文库出现
了特有菌群ε-变形菌纲(Epsilonproteobacteria), 这种
菌落组分的变化 , 推测与碳源成分的添加使异养微
生物数量变化有关(Crab et al, 2009)。经添加枯草芽孢
杆菌进行生物絮团培养后, DYt和 PLt文库芽孢杆菌
数量达到较稳定比例 , 相关序列均占总文库序列的
11%左右, 其中蓬莱地区 PLt组较 PLc 组文库数量变
化大, 调控效果明显。 

4  结语 

生物絮团作为微生物的集合体 , 在生态系统的
微生物循环和生态调控中起着重要作用 , 目前微生
物的宏基因组学成为研究微生物群落多样性和动态

变化的有效手段, 本研究利用 16S rDNA文库技术解
析了不同地区生物絮团的主要细菌群落组成 , 对生
物絮团功能细菌种群组成、水质改善、疾病控制和饲
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料价值的探讨研究提供科学理论依据。在本研究对生

物絮团中细菌群落结构和优势菌群及特异菌群的认

知基础上 , 可结合目前对环境功能细菌特殊生理活
性及细菌的群体行为调控机制研究 , 进而实现对生
物絮团微生物群落结构和生物絮团功能定向调节 , 
最终建立完善科学的生物絮团技术体系 , 广泛推广
于水产养殖应用领域, 推动水产养殖发展。 
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STRUCTURE OF BACTERIAL COMMUNITY IN BIOFLOC FROM APOSTICHOPUS 
JAPONICUS BREEDING PONDS REVEALED BY 16S rDNA CLONE LIBRARY 

REN Li-Hua1,  LI Bin1,  SUN Guo-Hua1,  ZHANG Xiu-Zhen1,  YANG Jian-Min1,   
JANG Fang1,  LIU Li-Juan1,  LIU Zhao-Cun2 

(1. Shandong Marine Fisheries Research Institute, Shandong Provincial Key Laboratory of Restoration for Marine Ecology, Yantai 
264006, China; 2. Shandong Huachun Fisheries Ltd., Dongying 257236, China) 

Abstract    We constructed 16S rDNA clone libraries (DYt, DYc, PLt, and PLc) of biofloc and the control in 
Apostichopus japonicus breeding ponds in Dongying and Penglai, and analyzed the bacterial diversity and bacterial 
community structures. The results show that the coverage of the four libraries ranged from 34.7% to 54.8%, the richness 
index (Chao) was 66.2—314.1, Shannon diversity index was 3.01—4.07, and Pielou evenness index was 0.68—0.85. 
Results show that the bacterial diversity was greater in the in the A. japonicus breeding pond in Penglai than that in 
Dongying. The bacteria in biofloc library were categorized into eight phyla, including Bacteroidetes, Proteobacteria, 
Firmicutes, and other unknown taxes. Flavobacterium, Alphaproteobacteria and Bacilli were the main bacterial 
communities. The diversity of DYt and PLt decreased and characteristic bacterial group were presented in the two libraries. 
The biofloc technology had changed the microbial community structure in aquaculture environment. Study on bacterial 
community structure of biofloc can help understanding the mechanism. 
Key words    16S rDNA clone library;  bacterial community;  biofloc;  Apostichopus japonicus breeding pond 
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